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Введение

Бор-нейтронозахватная тера-
пия (БНЗТ) – перспективный
метод противоопухолевой тера-
пии, основанный на накоплении

в опухоли стабильного изотопа
бора 10В и последующем облуче-
нии эпитепловыми нейтронами
[1, 2]. В результате поглощения
нейтрона бором происходит

ядерная реакция с большим вы-
делением энергии в клетке, что
приводит к ее гибели. Проведен-
ные на ядерных реакторах кли-
нические испытания показали,

Цель исследования – изучение влияния потока нейтронов,
формируемого на ускорительном источнике эпитепловых ней-
тронов ИЯФ им. Г.И. Будкера, на жизнеспособность опухоле-
вых клеток человека и клеток млекопитающих, культивируе-
мых в присутствии изотопа бора 10В.

Материал и методы. Клетки глиомы человека U251 и
T98G и клетки китайского хомячка CHO-K1 и V-79 инкубиро-
вали в ростовой среде, содержащей L-борфенилаланин, обога-
щенный изотопом 10В в различных концентрациях. Клетки
облучали потоком нейтронов на ускорительном источнике эпи-
тепловых нейтронов. Для оценки жизнеспособности облучен-
ных клеток использовали клоногенный тест. Поглощенные до-
зы, полученные в результате упругого рассеяния быстрых ней-
тронов на ядрах вещества, и дозы, полученные в результате
захвата нейтронов бором, рассчитывали с использованием ко-
да NMC. Поглощенные дозы гамма-излучения измеряли дози-
метром смешанного излучения.

Результаты. Проведен анализ жизнеспособности борсо-
держащих и интактных клеток линий глиом человека U251 и
T98G и клеток китайского хомячка CHO-K1 и V-79 после об-
лучения нейтронным пучком. Показано, что облучение клеток
всех четырех линий, культивируемых в присутствии 10B,
уменьшает их колониеобразующую способность по сравнению
с контролем. Повышение содержания бора в ростовой среде
приводит к достоверному уменьшению доли выживших кле-
ток. Наиболее выраженное влияние облучения на способность
к пролиферации наблюдается для клеток глиомы человека ли-
нии U251.

Заключение. На культурах опухолевых клеток человека и
клеток млекопитающих показано, что поток нейтронов, фор-
мируемый на созданном в ИЯФ им. Г.И. Будкера ускоритель-
ном источнике эпитепловых нейтронов, эффективно снижает
жизнеспособность опухолевых клеток в присутствии 10B.

Ключевые слова: бор-нейтронозахватная терапия; ус-
корительный источник нейтронов; линии опухолевых кле-
ток глиом человека.
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Objective: to investigate the impact of a neutron beam formed
with the accelerator-based epithermal neutron source designed at
the G.I. Budker Institute of Nuclear Physics (INP) on the viabil-
ity of human and animal tumor cells cultured in the presence of
boron-10 isotope.

Material and methods. Human U251 and T98G glioma cells
and Chinese hamster CHO-K1 and V-79 cells were incubated
at various concentrations in the culture medium containing
10B-enriched L-boronophenylalanine. The cells were irradiated
with a neuron beam using the accelerator-based epithermal neu-
ron source. A clonogenic assay was used to evaluate the viability
of the irradiated cells. The absorbed doses obtained from elastic
scattering of fast neutrons by substance nuclei and the doses
obtained from boron neutron capture were calculated using the
NMS code. The absorbed doses of gamma-radiation were meas-
ured with a mixed radiation dosimeter. 

Results. The viability of boron-containing and intact human
U251 and T98G cell lines and Chinese hamster CHO-K1 and V-79
cells was analyzed after neutron beam radiation. Irradiation of all
four cell lines were cultured in the presence of 10B was shown to
reduce their colony-forming capacity compared with the control.
Elevated boron levels in the culture medium resulted in a signifi-
cant decrease in the proportion of survived cells. Radiation had
the most pronounced impact on the proliferative capacity of the
human U251 glioma cell lines.

Conclusion. The cultures of human tumor cells and mammalian
cells demonstrated that the neutron beam formed with the accelera-
tor-based epithermal neutron source designed at the INP, was effec-
tive in reducing the viability of tumor cells in the presence of 10B.

Index terms: boron neutron capture therapy; accelerator-
based neutron source; human glioma tumor cell lines.
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что БНЗТ позволяет лечить глио-
бластомы мозга, метастазирую-
щие меланомы и ряд других
злокачественных опухолей [2].
Для широкого внедрения мето-
дики в клиническую практику
требуются источники эпитепло-
вых нейтронов на основе уско-
рителя заряженных частиц. Раз-
работка ускорительных источ-
ников эпитепловых нейтронов,
наиболее приемлемых для БНЗТ,
ведется во многих научных цент-
рах – в Университете Нагоя (Япо-
ния) [3], Университете Цукуба
(Япония) [4], Национальном он-
кологическом центре в Токио [5]
и в Институте ядерной физики
им. Г.И. Будкера СО РАН в Но-
восибирске [6]. 

Целью исследования являлось
изучение влияния потока нейтро-
нов, формируемого на ускори-
тельном источнике эпитепловых
нейтронов ИЯФ им. Г.И. Буд-
кера, на жизнеспособность опу-
холевых клеток человека и кле-
ток млекопитающих в присут-
ствии изотопа 10В. В качестве
агента доставки бора в иссле-
дованиях использован один из
рекомендованных для БНЗТ
препаратов – обогащенный изо-
топом 10В L-p-борфенилаланин
(BPA), характеризующийся низ-
кой токсичностью и обеспечива-
ющий достаточное содержание
бора в опухолевых клетках
[7–11]. Клинические испытания
БНЗТ с использованием BPA
продемонстрировали терапевти-
ческую эффективность и хоро-
шую переносимость пациентами
этого препарата [12–14].

Работа выполнена на ускори-
тельном источнике эпитепловых
нейтронов ИЯФ им. Г.И. Будке-
ра с использованием BPA в каче-
стве агента для доставки 10В
в культивируемые in vitro опухо-
левые клетки.

Материал и методы

Клеточные культуры. Линии
клеток глиомы человека U251,
клеток глиобластомы человека
T98G, клеток яичника китай-
ского хомячка CHO-K1 и фибро-

бластов легкого китайского хо-
мячка V-79 были получены из
Российской коллекции клеточ-
ных культур позвоночных Ин-
ститута цитологии РАН (Санкт-
Петербург). Клетки этих линий
культивировали в среде Iscove's
DMEM (Sigma-Aldrich, США),
с добавлением 10%-й эмбрио-
нальной сыворотки телят (Hy-
clone, Thermo Scientific, Велико-
британия) и 1%-го раствора ан-
тибиотиков и антимикотиков
Antibiotic Antimycotic Solution
(Sigma-Aldrich, США), при 37 °С,
во влажной атмосфере, содержа-
щей 5% СО2. Культуры клеток
пересевали в соотношении 1 :3
(клетки человека) и 1:5 (клетки
китайского хомячка) с помощью
раствора, содержащего 0,25%
трипсина и 1 mM этилендиамин-
тетрауксусной кислоты (ЭДТА).

В качестве борсодержащего
соединения использовали L-бор-
фенилаланин (BPA), обогащен-
ный изотопом 10В (> 99,5% 10B,
Katchem Ltd., Чехия), приготов-
ленный по методу, описанному
K. Yoshino et al. [15]. Для полу-
чения растворимого препарата
к 0,25 М раствору D(-)-фруктозы
(Sigma-Aldrich, США) добавля-
ли борфенилаланин до концент-
рации 0,1 М и доводили pH раст-
вора до 9,5 с помощью 1 М NaOH.
Затем раствор перемешивали до
полного растворения борфенила-
ланина, доводили pH до 7,2 с по-
мощью 1 M HCl и стерилизовали
фильтрацией через мембранный
фильтр с размером пор 0,22 мкм.
Готовый стоковый раствор содер-
жал борфенилаланин в концент-
рации 20 мг/мл (концентрация
10В – 1100 мкг/мл, или 1100 ppm). 

Инкубация клеток с борфе-
нилаланином. Клетки линий
U251, T98G, CHO-K1 и V-79
в экспоненциальной фазе роста
высевали в культуральные фла-
коны (площадь 25 см2, TPP,
Швейцария) в количестве 106

клеток на флакон. Через 24 ч
в культуральные флаконы добав-
ляли раствор BPA и инкубирова-
ли клетки каждой линии в среде,
содержащей 10В в концентрациях

10, 20, 40 и 100 ppm, в течение 2 ч.
Контрольные клетки инкубиро-
вали в среде, не содержащей 10В.
После инкубации в борсодер-
жащей среде клетки собирали в
центрифужные пробирки, осаж-
дали центрифугированием, пе-
реносили в полипропиленовые
пробирки и облучали потоком
нейтронов.

Облучение клеток потоком
нейтронов проводили на ускори-
тельном источнике эпитепловых
нейтронов ИЯФ им. Г.И. Будке-
ра, включающем ускоритель-тан-
дем с вакуумной изоляцией и ли-
тиевую нейтроногенерирующую
мишень [6, 16]. Клетки помеща-
ли внутрь фантома из оргстекла
диаметром 200 мм высотой 220 мм
на глубину 24 мм от верхней по-
верхности. Фантом устанавлива-
ли под нейтроногенерирующую
мишень [17] по оси на расстоя-
нии 10 мм от низа мишени. Облу-
чение проводили в течение 40 мин
при токе протонного пучка 1,5 мА,
энергии 2 МэВ. Для контроля
стабильности генерации ней-
тронов использовали детектор
нейтронов с литийсодержащим
сцинтиллятором GS20 произ-
водства Saint-Gobain Crystals
(США). Поглощенная доза, по-
лученная в результате упругого
рассеяния быстрых нейтронов на
ядрах вещества, и поглощенная
доза, полученная в результате за-
хвата нейтронов бором, рассчи-
тана с использованием кода NMC
[18], моделирующего перенос
нейтронов в трехмерной геомет-
рии и использующего базу дан-
ных сечений ENDF-VII. Погло-
щенная доза гамма-излучения
измерена дозиметром смешанно-
го излучения ДВГН-01 [19]. 

Клоногенный анализ. Для
оценки цитотоксичности BPA ис-
пользовали клоногенный тест,
основанный на подсчете количе-
ства колоний, образуемых вы-
жившими клетками [20]. После
инкубации в борсодержащей сре-
де клетки подсчитывали в гемо-
цитометре (NanoEnTek, США)
и высевали по 200 клеток на пять
чашек Петри диаметром 6 см
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(TPP, Швейцария). Затем куль-
тивировали клетки в течение
10–14 сут. Образовавшиеся ко-
лонии фиксировали 6%-м рас-
твором глутарового альдегида
(Sigma-Aldrich, США), окраши-
вали 0,5%-м кристаллическим
фиолетовым (Вектон, Россия)
и подсчитывали визуально.

Для оценки влияния нейтрон-
ного излучения на жизнеспособ-
ность клеток, инкубированных
в среде с 10B, клоногенный ана-
лиз проводили после облучения
клеток. Контрольные клетки без
бора высевали по 200 клеток на
чашку, клетки, инкубированные
с 10B в концентрации 10, 20 и
40 ppm – по 500, 1000 и 2000 кле-
ток на чашку соответственно.
На каждую концентрацию бора
и контроль брали по пять чашек.
Результаты клоногенного теста
представляли в виде доли обра-
зовавшихся на чашке колоний от
числа высеянных клеток. После
подсчета колоний статистичес-

кую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использо-
ванием t-критерия Стьюдента. 

Результаты

Для оценки цитотоксичности
используемого препарата BPA
был проведен клоногенный ана-
лиз клеток глиомы человека
U251, клеток глиобластомы че-
ловека T98G и фибробластов
легкого китайского хомячка V-79
после их инкубации с BPA в тече-
ние 2 ч. Из рисунка 1 видно, что
внесение BPA в ростовую среду
в концентрации, соответствую-
щей 100 ppm 10B, не влияет на
эффективность образования ко-
лоний и, соответственно, не при-
водит к снижению жизнеспособ-
ности клеток U251, T98G и V-79. 

Далее клетки линий U251,
T98G, CHO-K1 и V-79, предва-
рительно инкубированные в сре-
де с концентрацией бора 10, 20
и 40 ppm, облучали потоком ней-
тронов. Одновременно облучали

контрольные клетки, инкубиро-
ванные в среде без 10B. Данные
концентрации 10B были выбраны
на основании того, что они не яв-
ляются цитотоксичными для
клеток человека и млекопитаю-
щих. Кроме того, ранее было по-
казано, что при использовании
10B в концентрациях от 10 до
40 ppm происходит накопление
бора в клетках [21–23]. Значения
поглощенных доз для используе-
мых концентраций бора приведе-
ны в таблице. 

С помощью клоногенного тес-
та проведен анализ жизнеспособ-
ности борсодержащих и интакт-
ных клеток линий U251, T98G,
CHO-K1 и V-79 после облучения
нейтронным пучком. Результаты
представлены на рисунке 2. Со-
гласно полученным данным,
для всех линий происходит по-
давление колониеобразующей
способности и, соответственно,
уменьшение доли выживших об-
лученных клеток при наличии
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Рис. 1. Результаты анализа цитотоксичности борфенилаланина для клеток линий U251 (а), T98G (б) и V-79 (в),
проведенного с помощью клоногенного теста
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бора в ростовой среде. Колоние-
образующая способность пониже-
на и у контрольных клеток, кото-
рые не инкубировались в борсо-
держащей среде, но облучались
потоком нейтронов, что объясня-
ется действием сопутствующего
гамма-излучения и быстрых ней-
тронов. Кроме того, известно, что
клетки стабильных линий харак-
теризуются не абсолютной эф-
фективностью клонирования (от
50% для клеток глиобластом до
80% для клеток V-79 и до 90%
для клеток CHO-K1) (http://
www.lgcstandards-atcc.org).

Анализ данных, представлен-
ных на рисунке 2, свидетельству-
ет об усилении репродуктивной
гибели клеток при увеличении
дозы, полученной клетками в ре-
зультате поглощения бором ней-
тронов. Повышение содержания
бора в ростовой среде у всех ли-
ний клеток приводит к достовер-
ному (p < 0,05) уменьшению до-
ли выживших облученных кле-
ток с бором по сравнению с до-
лей выживших после облучения
контрольных клеток без бора.
При увеличении концентрации
10B до 40 ppm способность к про-
лиферации сохранили только
33% клеток U251, 43,5% клеток
CHO-K1, 49% клеток V-79 и 54%
клеток T98G по сравнению с кон-

трольными клетками. Наиболее
выраженное влияние облучения
на способность к пролиферации
наблюдается для клеток глиомы
человека линии U251. При облу-
чении клеток этих линий, пред-
варительно инкубированных с 10B
в концентрации 40 ppm и полу-
чивших дозу 6,1 Гр, доля выжив-
ших клеток уменьшается в 3 раза
по сравнению с долей выживших
облученных клеток, не содержа-
щих бора. С учетом данных таб-
лицы полученные результаты
свидетельствуют о том, что спо-
собность к пролиферации клеток
подавляется пропорционально
поглощенной дозе, полученной
клетками при облучении.

Обсуждение

Бор-нейтронозахватная тера-
пия является перспективным ме-
тодом в лечении опухолей голо-
вного мозга, что объясняется
трудностями их лечения тради-
ционными методами. Основная
проблема связана с такими осо-
бенностями, как инфильтратив-
ный характер роста этих опухо-
лей, отсутствие четких границ
распространения и возможность
появления рецидивных опухолей
[24]. Культуры стабильных ли-
ний опухолевых клеток глиобла-
стом являются простой и вполне

адекватной моделью для прове-
дения исследований, направлен-
ных на развитие БНЗТ [9–11]. 

В данной работе, посвященной
оценке эффективности БНЗТ на
ускорительном источнике эпи-
тепловых нейтронов, мы исполь-
зовали опухолевые линии клеток
глиобластом человека U251 и
T98G. Также в качестве моделей
in vitro мы использовали линии
клеток китайского хомячка CHO-
K1 и V-79. Выбор последних двух
линий обусловлен тем, что они
широко применяются в радиаци-
онной биологии для исследова-
ния механизмов клеточной гибе-
ли после воздействия ионизирую-
щего излучения, в том числе
после воздействия на клетки по-
тока нейтронов [21, 25, 26].
Для всех четырех линий показано
достоверное подавление проли-
феративной способности облу-
ченных клеток. Наибольший эф-
фект наблюдался для глиомы
U251, которая, как было отмече-
но, обладает повышенной по срав-
нению с другими линиями спо-
собностью накапливать в клетках
10B [27]. Полученные на in vitro
моделях результаты показывают,
что увеличение концентрации 10B
в ростовой среде ведет к сниже-
нию жизнеспособности облучен-
ных потоком нейтронов клеток.
С учетом полученных данных об
отсутствии токсичности препара-
та BPA в использованных концен-
трациях можно сделать вывод
о том, что репродуктивная гибель
клеток линий U251, T98G, CHO-
K1 и V-79 обусловлена поврежда-
ющим действием излучения при
проведении БНЗТ.

Заключение

На культурах опухолевых кле-
ток человека и клеток млекопита-
ющих впервые показано, что по-
ток нейтронов, формируемый на
созданном в ИЯФ им. Г.И. Буд-
кера ускорительном источнике
эпитепловых нейтронов, эффек-
тивно снижает жизнеспособ-
ность опухолевых клеток в при-
сутствии 10B. Экспериментальные
модели in vitro, предложенные
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в работе, будут использованы
для дальнейших экспериментов,
направленных на развитие и со-
вершенствование бор-нейтроно-
захватной терапии. 
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